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Prijfungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Nachweisverfahren fur HIV-TAT 

(g) Die Erfindung betnfft eia Verfahren zum Nachweis von 
HIV-TAT in einer Korperprpbe, umfassend die fotgenden 
Verfahrensschritte: 

(a) Entnahme einer Korperprobe und Inkubation dieser mit 
einem Detergens und hohem Salz, 

(b) GroSenfraktlonierung der Korperprobe von {a), und 

(c) Inkubation der Korperprobe von (b) mit einenn Anti-HIV- 
TAT-Antikorper. 

Ferner betrifft die Erfindung einen zur Durchfuhrung des 
Verfahrens geeigneten Kit. 
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Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis von HIV-TAT in einer KOrperprobe und ei- 
nen hierfur verwendbaren ICit. 

Es ist bekannt, daB bei AIDS T-Zel3en vielfach einen 
programmierten Zelltod erleiden. Dieser Zelltod wird 
mit T-Zell-Apoptose bezeichnet Jiingste Arbeiten des 
Anmelders weisen darauf hin, daB die T-Zell-Apoptose 
bei AIDS durch ein mit TAT bezeichnetes HIV-Protein 
verstarkt wird. 

Diese Erkenntnis eroffnet nun die Moglichkeit, eine 
HIV-Infektion bzw. AIDS besser zu verstehen und neue 
TherapiemaBnahmen anzudenken. Hierfur ist es aller- 
dings notwendig, HIV-TAT in einer Korperprobe nach- 
weisen zu konnen. Dies ist jedoch bisfaer nicht moglich. 

Der vorliegenden Erfindung iiegt somlt die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahren bereitzustellen, rhit dem HIV- 
TAT in einer Korperprobe nachgewiesen werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies mit einem Verfahren er- 
reicht, das folgende Verfahrensschritte unifaBt: 

(a) Entnahme emer Korperprobe und Inkubation 
dieser mit einem Detergens und hohem Salz, 

(b) GrSBenfraktionienmg der Korperprobe von (a), 
und 

(c) Inkubation der Korperprobe von (b) mit einem 
Anti-HIV-TAT-Antikorper. 

Der Ausdruck "Korperprobe" umfaBt Korperproben 
jeglicher Art von Mensch und Tien Insbesondere sind 
dies Blut, Sputum. Urin, Stvhl Liquor, Galle, gastrointe- 
stinale Sekrete, Organpunktate, Biopsien und 
LymphflUssigkeit 

Fur die Entnahme einer Korperprobe kdnnen Qbliche 
Verfahren verwendet werden. Die K5rperprobe wird 
dann mit einem iiblichen Detergens, z. B. NP-40 oder 
Triton X-100, inkubiert Auch konnen mehrere Deter- 
gentien, gleichzeitig oder nacheinander, verwendet wer- 
deiL Gtinstig ist es, insgesamt 1% Detergens einzuset- 
zen. Desweiteren wird der Korperprobe hohes Salz zu- 
gegeben. Dies kann ein ubiiches Salz, z. B. MaCI, sein. 
Auch konnen mehrere Salze. gleichzeitig oder nachein- 
ander, verwendet werden. Gunstig ist es, insgesamt 
0,1 — 1 M Salz einzusetzen. Durch die Verwendung des 
Detergens und hohen Salzes wird HIV-TAT von assozi- 
ierten Proteinen und Nukleinsauren befreit Ferner wer- 
den durch das Detergens HIV-Virionen in der Korper- 
probe inaktiviert. 

Im weiteren wird die Korperprobe einer GroBenfrak- 
tionierung unterzogen, Hierfur kdnnen Qbliche Verfah- 
ren, Z.B. Fraktionierung durch Zentrifugations-(Frak- 
tionierungs)-Saulen der Firma Filtron, Northborough, 
MA, USA verwendet werden. Gtinstig ist es, die Frak- 
tionierung in einem Bereich von 5— 30 kD durchzufUh- 
ren. 

Desweiteren wird die Kdrperprobe mit einem Anti- 
HIV-TAT-Antikorper inkubiert Der Ausdruck "HIV- 
TAT* umfaBt jegiiches TAT und Fragmente davon, die 
von Viren stammen, welche eine HIV-Infektion bedin- 
gen und/oder AIDS auslosen konnen. Auch betrifft der 
Ausdruck jegiiches TAT und Fragmente davon, die syn- 
thetisch hergestellt worden smd. Der Antikorper kann 
polyklonal oder monoklonal sein, wobei ein monoklona- 
ler Antikorper bevorzugt ist Femer kann der Antikor- 
per synthetisch sein, wobei ihm gegebenenfalls Telle, die 
fur die Erkennung von HIV-TAT nicht notwendig sind, 
ganz Oder teilweise fehlen bzw. diese Telle durch andere 
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ersetzt sind, die dem Antikorper weftere giinstige Ei- 
genschaften verleihen. Vorteilhaft kann es femer sein, 
wenn verschiedene Anti- HIV-TAT- Antikorper gleich- 
zeitig oder nacheinander verwendet werden. Besonders 
5 gunstig ist es, den oder die Anti-HIV-TAT-Antikdrper 
parallel zu vorstehender Inkubation mit einem defmi r- 
ten TAT-Standard zu inkubieren, wodurch ein quantita- 
tiver Nachweis von HIV-TAT in der Korperprobe er- 
leichtert wird 

10 Die Inkubation der Korperprobe mit dem oder den 
Anti-HIV-TAT-Antik5rpern wie auch die Inkubation 
letzterer mit einem TAT-Standard kann Bestandteil ei- 
nes ublichen Verfahrens, wie eines Western Blot, eines 
ELISA, z. B. Sandwich- oder Kompetitions-ELISA, ei- 

15 ner Immunfluoreszenz oder einer Immunprazipitation, 
sein. Hierzu kann der Antikorper, wenn es angebracht 
ist, markiert sein oder in Kombination mit einem mar- 
kierten gegen ihn gerichteten Antikorper eingesetzt 
werden. 

20 Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnet sich da- 
durch aus, daB HIV-TAT in einer Korperprobe nachge- 
wiesen werden kann. Das Verfahren ist spezifisch und 
schnell durchfuhrbar. Es eignet sich daher bestens zur 
Diagnose einer HIV-Infekdon und/oder zur Verfolgung 

25 einer AIDS-Erkrankung. Letzteres beinhaltet auch den 
groBen Vorteil, die Wirkung von TherapiemaBnahmen, 
insbesondere gegen HIV-TAT. direkt zu verfolgen. 

ErfindungsgemaB wird auch ein Kit ziun Nachweis 
von HIV-TAT in einer Korperprobe bereitgestellt 

30 Gunstigerweise umfaBt ein solcher Kit folgendes: 

(a) Detergens, 

(b) Losung hohen Salzes, 

(c) GroBenfraktionierungs-Saule, 
35 (d) And-HIV-TAT- Antikorper, 

(e) HIV-TAT-Standard und 

(f) Tragermaterial sowie ubliche Hilfsstoffe. 

Die vorstehenden Ausfuhrungen zum erfmdungsge- 
40 maBen Verfahren sind hier entsprechend zu beriicksich- 
tigen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung 

45 Die Figur zeigt den spezifischen Nachweis von HIV- 
TAT in Korperproben von HlV-l-infizierten Personen. 

Die Erfindung wird durch das nachfolgende Beispiel 
erlautert 

50 Beispiel 

Nachweis von TAT in KSrperproben von 
HIV- 1-infizierten Personen 

55 Von 33 HIV- 1-infizierten Personen wurden Serum- 
proben entnommea Diese wurden zusammen mit Seren 
von 20 HIV Personen und einem Oberstand von HIV- 
l-infizierten H9 Zellen auf das Vorliegen von TAT gete- 
stet Femer wurde synthetisches TAT einem Kontrollse- 

60 rum zugegeben, wodurch ein defmierter Standard erhal- 
ten wurde. 

Vorstehende Seren wurden jeweils mit 1% Triton 
X-lOO und 1 M NaCI inkubiert Danach wurden die 
Seren einer GroBenfraktionierung im Bereich von 
65 5—30 kD unterzogen, wobei Zentrifugations(Fraktio- 
nierungs)-Saulen der Firma Filtron, vgL vorstehend, ver- 
wendet wurden. Die Seren wurden einem Dot Blot-Ver- 
fahren unterworfen. Hierzu wurden sie auf eine Nitro- 
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zeilulosemembran aufgetropft und durch Hitze fixiert 
Zur Bloclderung restlicher ProteinbLndungsstellen wur- 
de die Nitrozellulosemembran 2 h bei Raumtemperatur 
mit 5% Milchpulver, gelost in PBS (0,01% N3), inku- 
bierL Die Nitrozellulosemembran wurde mit PBS/ 5 
0,05% Tween 20 30min bel Raumtemperatur gewa- 
schen, Dann wurde sie 2 h mit einem kauflichen, TAT- 
spezifischen Antikorper bei Raumtemperatur inkubiert, 
bevor sie 6 x jeweils 5 min mit PBS/0,050/o Tween 20 
gewaschen wurde. Die Nitrozellulosemembran wurde 10 
mit einem zweiten, Peroxidase-gekoppelten Antikdrper 
2 h bei Raumtemperatur inkubiert, der gegen die kon- 
stante Region des ersten, TAT-sperifischen Antikorpers 
gerichtet wan Danach wurde die Nitrozellulosemem- 
bran 6 X jeweils 5 min mit PBS/0,05% Tween 20 gewa- 15 
schen,^ bevor sie mit einem Anti-Peroxidase-Komplex 
2 h bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Nitrozel- 
lulosemembran wurde 6 X jeweils 5 min m*it PBS/0.05% 
Tween 20 gewaschen, bevor das Signal durch eine colo- 
rimetrische Reaktion entwickelt wurde (vgl. Figur). 20 

Es zeigte sieh, daB mit dem erfindungsgemaBeri Ver- ~ 
fahren HIV-TAT in einer Korperprobe spezifisch nach- 
gewiesen werden kann. 

Paten tanspruche 25 

1. Verfahren zum Nachweis von HIV-TAT in einer 
Kdrperprobe, umfassend die folgenden Verfah- 
rensschritte: 

(a) Entnahme einer Kdrperprobe und Inkuba- 30 
tion dieser mit einem Detergens und hohera 
Salz. 

(b) GroBenfraktionierung der Korperprobe 
von (a), und 

(c) Inkubation der Korperprobe von (b) mit 35 
einem Anti-HlV-TAT-Antik6rper. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Korperprobe Blut, Sputum. Urin. 
Stuhl, Liquor, Galle, gastrointestinales Sekret, Or- 
ganpunktat. Biopsie und/oder Lymphflussigkeit ist 40 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB im Verfahrensschritt (a) 1% De- 
tergens und 0,1 bis 1 M Salz verwendet werden, 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 —3, da- 
durch gekennzeichnet, daB im Verfahrensschritt (b) 45 
eine GrdBenfraktionierung von 5— 30 kD erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1—4, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Verfahren femer 
den Verfahrensschritt (d) umfaBt, in dem der Anti- 
HrV-TAT-Antik6rper von Verfahrensschritt (c) mit 50 
einem TAT-Standard inkubiert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1—5, da- 
durch gekennzeichnet, daB der Verfahrensschritt 
(c) und der Verfahrensschritt (d) Bestandteil eines 
Western Blot, eines ELISA. emer Immunfluores- 55 
zenz Oder einer Immunprazipitation sind. 

7. Kit zum Nachweis von HIV-TAT in einer Kor- 
perprobe, umfassend: 

(a) Detergens, 

(b) Ldsung hohen Salzes, 60 

(c) GroBenfraktionierungs-Saule, 

(d) Anti-HIV-TAT-Antik6rper, 

(e) HIV-TAT-Standard. und 

(f) Tragermaterial sowie ubiiche Hilfsstoff e. 

' — — 65 

Hierzu 1 Seite<n) Zeichnungen . 
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Fig: Spezifischer Nachweis von TAT in Korperproben von HIV-1- 
infizierten Persbnen 
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